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PROCEDE DE DETECTION QUALITATIVE ET QUANTITATIVE 
D 1 ALTERATIONS DE L'ADN ET PES LIGANPS DE CES ALTERATIONS 
La presente invention a pour objet un procede de detection qualitative et 
quantitative d'alterations sur de PAcide DesoxyriboNucleique (ADN), ces alterations 
5 pouvant etre dues au metabolisme de la cellule ou a des agents physiques ou chimiques, 
endogenes ou exogenes, ainsi qu'un procede de detection qualitative et quantitative de 
de iigand(s) reconnaissant de PADN altere. 

La definition la plus satisfaisante (parmi les nombreuses controversies) de 
la genotoxicite est une definition generate qui envisage Papparition d'alterations 
10 physiques ou chimiques de PADN dues a une action directe de Pagent genotoxique ou 
d'un metabolite, ainsi que ses consequences biologiques (Butterworth, 1990, Mutat. 
Res., 239, 117-132 ; Ashby, 1992, Mechanism of Carcinogenesis in risk identification, 
Vainio H., Magee P.N., McGregor D.B. & McMichael A.J. (eds) I ARC, Lyon, 135- 
164). Parmi les genotoxiques, de nombreuses molecules ou agents physiques sont 
15 susceptibles d'induire Papparition de mutations, lesquelles sont detectees par differents 
systemes bacteriens ou eucaryotes. Le systeme de detection des mutagenes le plus 
generalement utilise est celui decrit par B.N. Ames (Ames et al., 1973, Proc.Natl. 
Acad. Set. USA, 70, 2281-2285), complete par le test dit du micronoyau (Mac Gregor 
et al., 1987, Mutat. Res., 189 , 103-112). 
20 Puisque la mutagenese semble etre dans de nombreux cas la consequence de 

la presence de lesions (dues en particulier a des agents genotoxiques), de nombreux 
systemes capables de detecter et quantifier ces dommages a PADN ont ete developpes. 
La detection de lesions de PADN fait appel a des techniques physico-chimiques comme 
le post-marquage (Randerath et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 6126-6129), 
25 Pelution aicaline ou neutre (Kohn et aL, 1976, Biochemistry, 15, 4629-4637), des 
techniques immunologiques (Philips D.H., Chemical-carcinogenesis and mutagenesis, 
vol. I, 503-546, Springer Vertag, Heidelberg, 1990, Cooper and Grover (eds), ou fait 
appel aux consequences d'evenements de reparation de ces lesions comme Pessai des 
Cometes (Singh et al.,1988, Exp. Cell Res., HI 184-191). 
30 Certains essais utilisent la capacite de reparation des lesions de la cellule 

dont le mecanisme fait intervenir une etape de synthese d' ADN de novo. Cette etape de 
polymerisation d'ADN peut etre quantifiee en utilisant des nucleotides radio-marques 
(Cleaver, 1984, Methods for studying excision-repair of eukariotic DNA damaged by 
physical and chemical mutagens (Kilbey B.J., Nichols W. & Ramel C, eds) 33-69, 
35 Elsevier, Amsterdam). Cet essai a ete denomme UDS (Unscheduled DNA Synthesis) et 
utilise pour la detection de genotoxique ou pour revaluation des capacites de reparation 
de cellules. Ce test UDS a ete perfectionne dans le sens d'une non utilisation de 
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marqueur radioactif (Selden et al., 1994, Mutation Res., 345, 147-167) mais ce 
perfectionnement est relativise du fait de Futilisation de la cytometric de flux qui 
alourdit la methode. 

La reparation de FADN est majoritairement due au systeme d'excision des 

5 lesions, systeme qui a ete recemment reproduit avec des extraits celluiaires (Wood et 
al., 1988, Cell, 53, 97-106 ; Sibghat-Ullah et al., 1989, Nucleic Acids Res., V7, 4471- 
4484). Get essai utilise des plasmides traite et non traite (controle) incubes en presence 
d'extraits actifs transcripttonnellement (Manley et al., 1983, Meth. Enzymol., JjOJL, $68- 
582). La reaction de reparation consiste dans Fincision-excision des lesions puis la 

to resynthese d'un fragment d'ADN. La methode tire profit de cette etape au cours de 
laquelte un ou des nucleotides radio-marques est (sont) incorpore(s). Deux grands 
mecanismes sont impliques dans la restauration des dommages de FADN : F excision de 
nucleotides (NER) et F excision de bases (BER). Ces 2 mecanismes seront decrits plus 
loin. 

15 Dans le cas de ce test /// vitro, la reparation des lesions par NER ne 

concerne qu'un faible pourcentage des lesions, de Fordre de 7%. 

Ces essais ne sont pas applicables a une large application de criblage ou 
dans un sens plus large de recherche industrielle pour differentes raisons : 
(i) le nombre d'echantillons tradables simultanement (de I'ordre de quelques dizaines) 

20 est trop faible, (ii) le temps requis pour r analyse (environ 2 jours) est relativement long, 

(iii) Futilisation de molecules radio-marquees restreint ce test a des laboratoires agrees, 

(iv) le test est restreint a Futilisation d'ADN plasmidique hautement purifie (forme 
surenroulee). 

Tenant compte de ces contraintes, un nouvel essai de synthese reparatrice ;// 
25 vitro susceptible de pallier les inconvenients des autres systemes avait ete developpe, en 
autorisant I* analyse simultanee de plus de 100 echantillons en 5 heures, avec un systeme 
de detection non radioactif. Cette methode, autorisant egalement Futilisation d'ADN de 
differentes natures, a fait Fobjet d'une demande de brevet francais n° 95 03230 du 
15 mars 1995 et d'une demande PCT n° PCT/FR 96/00391 du 13 mars 1996, publiee 
30 sous le n° WO 96 28571 le 19 septembre 1996. 

D'autres techniques assez simiiaires ont pour objet la detection directe de 
F ADN endommage, mais aucune ne porte sur la detection des systemes de reparation 
lies a F ADN lese. Par exemple, la detection quantitative des alterations de l'ADN par 
incorporation de nucleotides marques radioactivement est decrite dans les demandes de 
35 brevet n° WO 96 24688 et WO 96 23895 et dans les articles suivants : Salles B. et al. In 
vitro eukaryotic DNA excision repair assays; an overview; Biochimie, vol. 77, n° 10, 
1995 ; Calsou P. et Salles B. Measurement of Damage-specific DNA incision by 
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nucleotide excision repair in vitro, Biochemical and Biophysical Research 
Communications, vol. 202, n° 2, 29 juiilet 1994 , Calsou P. et Salles B, Properties of 
damage-dependent DNA incision by nucleotide excision repair in human cell-free 
extracts, Nucleic Acis Research, vol. 22, n° 23, 1994 ; Salles B. et Calsou P. Rapid 

5 quantification of DNA repair synthesis in cell extracts, Analytical Biochemistry, vol. 
215, 304-306, 1993. 

La demande de brevet n° WO 96 24688 concerne notamment l'utilisation 
d'anticorps anti-ADN modifie et I'article de Salles B. et al. (A Chemiluminescent 
microplate assay to detect DNA damage induced by genotoxic treatements, Analytical 

10 Biochemistry, vol.232, 37-42, 1995) porte sur rincorporation de DIG-ll-dUTP et 
1'utilisation d'anticorps anti-DIG-1 1-dUTP pour la detection des lesions. 

Parmi les documents de Tart anterieur, aucun ne decrit, nt ne suggere, la presente 
invention telle que definie ci-dessous. 

15 Description de l'invention 

Ainsi, la presente invention a pour objet un procede de mise en evidence 
d'une alteration d'une sequence d'ADN qui puisse assurer une detection de Fensemble 
des alterations de PADN grace a une methode dont la mise en oeuvre soit relativement 
20 simple. 

Pour ce faire, la presente invention propose un procede de mise en evidence 
d'une alteration d'une sequence d'ADN, caracterise en ce que : 

a) on met ladite sequence d'ADN en presence d'une composition comportant au moins 
un compose reconnaissant le type d'alteration en cause, denomme ligand, dans un 

25 milieu assurant la reconnaissance, 

b) on revele la reconnaissance de Palteration par ledit ligand. 

Par reconnaissance de Palteration par ledit ligand, on entend que Ton 
detecte la fixation directe ou indirecte du ligand sur PADN endommage. II peut s'agir 
d'une fixation indirecte lorsque le ligand fait partie d'un complexe par exemple. 
30 Par alteration, on entend tout d'abord les dommages de PADN. Ceux-ci 

peuvent etre d'origine physique (par exemple radiation ionisante ou non, thermique) ou 
chimique. Ces facteurs endommageant PADN peuvent etre d'origine exogene ou 
endogene. Les types de lesions generes sur PADN peuvent grossierement etre classes 
en 5 types : 

35 • les adduits (complexation generalement covalente, mais pouvant faire appel a un 
autre type de liaison chimique comme la liaison de coordination d*une molecule sur 
une base de PADN), 
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• les pontages de bases (realises par apport cTenergie, le type le plus connu etant 
retrouve dans les dimeres de bases pyrimidiques formes sous Taction de 
rayonnement UVC ou UVB), 

• la complexation de bases de PADN a des proteines (ce type de complexation, le plus 
5 souvent covalent, etant egalement la consequence d'un apport d'energie), 

• les dommages oxydatifs engendrant des modifications de la structure de I'ADN sous 
forme de cassures ou deletions de bases, cassures du desoxyribose, cassures de la 
liaison phosphodiester, etc), 

• les cassures causees par les rayonnements ionisants (comme certains rayonnements 
10 radioactifs). 

En plus de ces dommages, d'autres alterations de l'ADN peuvent survenir. 
Lors de la replication de PADN, la polymerase impliquee dans ce processus se doit de 
synthetiser le nouveau brin en appariant correctement les nouvelles bases au brin 
matrice selon le modele A-T, G-C. Un mauvais appariement (« mismatch ») constitue 

15 une alteration de l'ADN. Ce mesappariement peut etre naturel (du a une erreur 
statistique deia polymerase) ou etre la consequence d'une drogue qui va perturber 
Factivite de P enzyme. 

Le procede selon la presente invention permet de detecter aussi bien les 
« dommages de P ADN » que les « mesappariements ». 

20 Face a toutes ces alterations, la cellule possede heureusement un arsenal 

enzymatique lui permettant de retablir PADN dans sa forme normale. Ces mecanismes 
sont regroupes sous F appellation generate de « reparation de PADN ». Selon le type 
d'alteration, 5 mecanismes principaux interviennent : Pexcision de nucleotides, 
Pexcision de bases, le systeme de reparation des mesappariements, la reparation des 

25 cassures simple brin d'ADN et la reparation des cassures double brin d' ADN. 

Ces mecanismes ont en commun de faire appel dans une premiere etape a 
une reconnaissance de P alteration. C'est precisement grace a Pexistence de composes, 
notamment des proteines, intervenant au niveau de la reconnaissance de P alteration, 
appelees ci-apres « ligand », que le procede selon la presente invention a pu etre 

30 developpe. 

C'est pourquoi, dans un mode de mise en oeuvre prefere du procede selon 
la presente invention, ie ligand revele sera, de preference, une proteine de 
reconnaissance du systeme de reparation de PADN. 

Par « systeme de reparation », on entend designer aussi bien les systemes de 
35 reparation de PADN endommage que les systemes de reparation des mesappariements. 
Enfin, par « proteine de reconnaissance », on entend aussi bien la proteine assurant la 
reconnaissance primaire de F alteration qu'une proteine impliquee dans cette 
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reconnaissance, notamment lorsqu'il y a formation d'un compiexe (par exemple XP-A, 
RPA ou TFIIH notamment). 

Parmi les proteines en cause, il faut citer : 

• les proteines du systeme NER, 
5 • les proternes du systeme BER, 

♦ les proteines de reparation des mesappariements, 

* les proteines des systemes detectant les cassures de FADN, qu'il soit double ou 
simple brin. 

Le systeme de reparation par excision de nucleotides (Nucleotide Excision 
10 Repair : NER) est le mecanisme reconnaissant le plus large spectre de lesions sur 
FADN, ces lesions etant principalement constituees d'adduits encombrants. 

La reparation par NER est classiquement decomposee en 4 etapes : 
reconnaissance de la lesion (1) ; excision de ia lesion (2) ; resynthese du fragment excise 
(3) ; ligation du brin neosynthetise (4). 
15 Le mecanisme de reconnaissance des lesions reparees par NER n'est pas encore 

clairement defini mais il est par contre clairement etabli que la proteine XP-A est 
impliquee (on association ou non avec la proteine RPA et eventuellement le compiexe 
transcriptionnel TFIIH) dans Fun des premiers stades de reconnaissance. 

XP-A est la proteine pour laquelle les patients du groupe A de Xeroderma 
20 pigmentosum sont deficients. L' absence d'une proteine de reparation de NER rend ces 
malades tres sensibles aux rayonnements UV qui, selon la longueur d'onde, generent sur 
FADN des dommages repares par NER, la forme XP-A etant la forme la plus severe. 

La proteine XP-A est une proteine en doigt de zinc (structure classique de 
proteines interagissant avec P ADN) constitute de 273 acides amines et traduite a partir 
25 d'un ARN messager de 1,4 kb (Tanaka K. et al, 1990, Nature, 348, 73-76). 

XP-A reconnait (avec une preference d'un facteur 1000 par rapport a un 
ADN non lese) les dommages generes par les UVC (environ 75% de dimeres de 
pyrimidine sous forme cyclobutane, 25% de dimeres de pyrimidine sous forme de 
photoproduits (6-4)). Seuls ces types de lesions ont ete analyses dans cette etude 
30 (Robins P. et al., 1990, EMBO J., 10, 3913-3921). Ces auteurs ont egalement generes 
des anticorps polyclonaux contre 2 peptides synthetiques de la proteine XP-A et 
determine que la proteine XP-A ne necessite pas de phosphorylation pour etre active. 

En utilisant des colonnes de chromatographic constituees soit d'agarose 
couple a de FADN simple brin ou de la cellulose couplee a de T ADN irradie aux UVC, 
35 ou en incubant differents types d'ADN (simple ou double brin, lese aux UVC ou non) 
Eker et al. concluent que la proteine XP-A extraite de thymus de veau ou de cellule 
HeLa presente une affinite plus forte pour PADN simple brin que pour FADN double 
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brin, mais pas de preference pour TADN lese aux UVC (Eker et al., 1992, Mutation 
Res. , DNA, 274, 211-224). Ces auteurs ont egalement generes des anttcorps 
polyclonaux contre la proteines XP-A recombinante. 

Les resultats obtenus par Tanaka et al. ont etc completes en 1993 a l'aide 

5 d'une proteine XP-A recombinante. II a ete confirme que XP-A reconnait bien les 
lesions UVC et principalement les photoproduits (6-4), ainsi que les lesions dues a 
r agent antitumoral cis-platine (c/s-diamine-dichloroplatinum (II)), Un fragment d'ADN 
simple brin est 4 fois plus efficace dans une competition envers un ADN lese aux UVC 
vis-a-vis de XP-A qu'un ADN double brin. Par contre, ces auteurs n'ont pas pu mettre 

10 en evidence d'affinite de XPA vis-a-vis d'un ADN contenant des adduits issus de 
psoralene photoactive (Jones CJ. & Wood R.D., 1993, Biochemistry, 32, 12096- 
12104). 

A la reconnaissance des lesions dues aux UVC ainsi qu'a celles dues au cis- 
platine, Asahina et al. ont ajoute en 1994 les lesions dues au tetroxyde d'osmium 
15 (Asahina H. et al., 1994, Mutation Res., DNA Repair, 3J5, 229-237). 

Le clonage des genes codant pour XP-A chez le poulet, le xenope et la 
drosophile (chez laquelle il a ete appele Dxpd) montre une forte conservation de ce 
gene de revolution chez les eucaryotes (T. Shimamoto et al., 1995, J. Biol. Chem., 270 , 
22452-22459). 

20 L'excision de bases apparait normale dans les cellules XP (Cleaver J.E. & 

Kraemer K.H.,1989, The metabolic basis of inherited disease, ed.Scriver C.R., Beaudet 
A.L., Sly W.S. & Valle D. (McGrall-Hill, New York), 6 Ul Ed., 2949-2971), ce qui 
confere a XP-A la specificite de reconnaissance des lesions reparees par NER. 
Toutefois, en utilisant des ADN leses par un rayonnement y ou par les radicaux 

25 hydroxyles generes par decomposition de Teau oxygenee, traites de fa<?on a ce quMls ne 
soient plus reconnus par le systeme de reparation par excision de bases, Satoh et al. 
montrent 1' implication de XP-A (ainsi que XP-B et XP-C, deux autres sous-groupes de 
Xeroderma pigmentosum qui en compte sept nommes XP-A a XP-G), dans la 
reparation de certaines classes de lesions induites par des radicaux libres oxygenes 

30 (Satoh M.S. et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 6335-6339). Le type de 
substrat utilise pour mettre en evidence Timplication de proteines du groupe XP dans ce 
processus de reparation etant totalement artificiel, ces resultats doivent etre pris avec 
precaution. 

Enfin, il a ete montre par la technique du double hybride ou par des 
35 techniques immunologiques plus classiques que la proteine XP-A (recombinante) se liait 
a la proteine RPA (Replication Protein A, egalement appelee Human Single-Stranded 
DNA Binding protein, HSSB). II n*a toutefois pas ete montre dans ces experiences que 
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cette association etait impliquee dans la reparation par excision de nucleotides (Matsuda 
T., 1995, J. Biol. Chem., 270, 21800-21805). 

II taut ajouter le role potentiel des proteines HMG (High Mobility Group). 
Ces proteines interviennent lors de lesions provoquees par le cis-platine, agent utilise en 

5 chimiotherapie (Hughes et al., 1992, J. Biol. Chem. 267; 13520-13527). Quatre 
proteines HeLaS3 specifiques des adduits provoques par le cis-platine ont ete mises en 
evidence (Donahue et al., 1990, Biochemistry, 29, 587-5880 ; Andrews et Jones, 1991, 
Cancer Comn. 3, 1-10 ; Hughes et al., 1992, J. Biol. Chem., 267, 13520-13527). Le 
sequence de la partie N terminate de deux de ces proteines a reveie une forte 

10 homologie avec les proteines HMG2 et HMG1. De meme, la liaison covaiente de sel de 
chrome sur PADN induit des adduits reconnues par HMG1 et HMG2 in vivo. L'affinite 
des HMG est dose/dependante vis-a-vis du sel de chrome (Wang et al., 1997, 
Carcinogenesis, 18, 371-375). 

Cependant, leur role exact dans la reparation de l'ADN n'a pas encore ete 

15 etabli (pas de reconnaissance en particulier de lesions provoquees par les UV). 

Dans la mise en oeuvre du procede selon la presente invention, on utilisera 
de preference la revelation de la proteine XP-A ou des proteines apparentees ainsi 
qu'eventuellement les proteines RPA, TFIIH et HMG ou d'autres proteines du 
complexe. 

20 Selon la nature du ligand detecte, on pourra, en outre, envisager de mieux 

definir le type de genotoxique en cause. En effet, XP-A reconnait des adduits 
volumineux et correspond a de nombreux genotoxiques mais ne reconnait pas des 
adduits non volumineux et des liaisons oxydatives. 

La reparation par excision de bases (BER) est moins bien connue que la 

25 reparation par excision de nucleotides (NER). La raison principale reside dans Pabsence 
de mutants pouvant servir a la recherche de genes impliques dans ce mecanisme 
puisqu'il n'existe pas de maladie identifiee comrne resultant d'un deficit en BER. 

La reparation par excision de bases intervient sur les bases de 1' ADN lesees 
par des especes reactives oxygenees endogenes, des radiations ionisantes et des agents 

30 alkylants. Pour simplifier, le BER intervient sur des dommages peu volumineux au 
contraire du NER qui reconnait les dommages volumineux. 

Les enzymes cles du BER sont les glycosylases qui enlevent les bases 
modifiees par clivage de la liaison N-glycosidique entre la base et le desoxyribose. II 
existe differentes glycosylases reconnaissant differents types de dommages. A ce jour, 

35 on a identifie une dizaine de ces enzymes chez Escherichia coli t Saccharomyces 
cerevisiae et chez Thomme (Seeberg et al., 1995, TIBS, 20, 391-397). 
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Une fois la base enlevee, le site AP (apurinique ou apyrimidique) est excise 
par une AP-endonuclease ou une AP-lyase qui ciivent ie brin d'ADN respectivement du 
cote 5' ou 3' du site AP. Le desoxyribose-phosphate restant est excise par une 
phosphodiesterase et la resynthese du brin d'ADN est restauree par une DNA 

5 polymerase. La continuite du brin est ensuite restauree par une DNA ligase. 

II a ete longtemps admis que c'etait la polymerase (3 qui etait impliquee dans 
la resynthese du brin d'ADN dans le BER. Or, il a ete recemment montre sur des 
extraits cellulaires d'hamster (CHO) que 2 mecantsmes differents pouvaient reparer des 
petits adduits dus a des alkylants. L'un implique la polymerase p, r autre presente 

10 certaines similitudes avec le NER puisque faisant intervener le PCNA (Proliferating Cell 
Nuclear Antigen; facteur intervenant dans le NER) (Frosina et al., 1996, J. Biol. 
Chem., 271, 9573-9578). Les dommages a I'ADN dus aux UVA sont 
vraisemblablement repares par BER. En effet, des cellules d'une lignee XP-D ne 
montrent pas de difference de comportement, par rapport a une lignee sauvage, en 

15 terme de courbe de survie suite a une irradiation UVA (320-410 nm) dont les 
dommages sont de type oxydatif, done repares par BER, alors qu'elles sont 
hypersensibles aux UVB (307-312 nm) et UVC (254 nm) (Stary et al., 1997, Mutation 
Res., 383, 1-8). 

La poly(ADP-ribose) polymerase, ou PARP, impliquee dans la reparation 
20 des cassures simple brin est egalement impliquee dans Tetape finale de ligation de la 
reparation par BER (Kubota et al., 1996, EMBO J. ]_5 t 6662-6670). 

Les mesappariements de bases peuvent survenir au cours de la replication, 
la recombinaison ou suite a des dommages sur PAJDN. 

Le mecanisme de reparation des mesappariements est bien connu chez la 
25 bacterie E. coti, Le systeme MutHLS a ainsi ete reconstitue in vitro : il est compose des 
proteines MutH, MutL, MutS et UvrD (ou helicase II). Le mecanisme est complete par 
la DNA polymerase III, la DNA ligase et la SSB (Single-Stranded DNA Binding 
protein) et une exonuclease specifique de simple brin (Exo I, Exo VII ou la proteine 
RecJ (Friedberg et al., 1995, DNA repair and Mutagenesis, ASM Press). 
30 La proteine MutS reconnait le mesappariement et MutH est une 

endonuclease. Aucune activite n J a pour Tinstant ete attribute a MutL, bien qu'elle 
interagisse avec MutS et soit necessaire a V activation de MutH. 

Plusieurs donnees semblent montrer qu T il existe chez Phomme Phomologue 
du systeme MutHLS, en particulier la purification d'homologues a MutL (appele 
35 hMLHl) et MutS (appele hMSH2). hMSH2 reconnait a la fois les mesappariements de 
simple base (comme MutS) mais egalement des mesappariements plus complexes dus a 
de multiples deletions/insertions (Fishei et al., 1994, Science, 266, 1403-1405 ; Alani et 
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al., 1995, Genes Dev., 9, 234-247). II a de plus ete montre recemment que hMSH2 peut 
etre copurifie avec une proteine de 160 kD, appelee GTBP (G/T Binding Protein) 
(Drummond et al., 1995, Science, 268, 1909-1912 ; Paiombo et al., 1995, Science, 268, 
1912-1914), mais le role de cette GTBP n'est pas clairement elucide. De la meme 
5 fa<?on, hMLHl semble etre associee a une autre proteine, KPMS2, et former un 
heterodimere appele hmutLa (Li & Modrich, 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 
1950-1954). 

Une deficience dans ce mecanisme de reparation des mesappariements est 
clairement correlee a une predisposition a des cancers, en particulier au cancer du colon 
10 non polypeux hereditaire (HNPCC). C'est le cas lors de mutations de hMSH2 (Fishel et 
al., 1993, Cell, 75, 1027-1038 ; Leach et al, 1993, Cell, 75, 1215-1225) ou de hMLHl 
(Bronner et al., 1994, Nature, 368, 258-261 ; Papadopoulos et al., 1994, Science, 263, 
1625-1629. 

Les proteines Mut, notamment MutS ou HMSH2, constituent les cibles de 
15 choix pour la mise en oeuvre du procede selon la presente invention. 

L'interet de la recherche de ce type de ligand reside dans la caracterisation 
d'extraits cellulaires (biopsie ou directement in vivo). En effet, une deficience du 
systeme HMSH2 est, en general, associee a un risque accru de developpements de 
cancers. 

20 Les dommages a l'ADN de type cassures simple brin peuvent etre induites 

par des agents alkylants ou des radiations ionisantes. Ces cassures sont immediatement 
reconnues dans la cellule par la poly(ADP-ribose) polymerase, ou PARP. 

Cette enzyme est presente en tres forte quantite (de Tordre du million de 
molecules) dans les noyaux des cellules eucaryotes (a P exception de la levure). 

25 L*etude de la sequence nucleotidique a montre que cette proteine possede 2 

domaines, un domaine N-terminal contenant 2 doigts de zinc et se fixant a l'ADN, et un 
domaine C-terminal a fonction catalytique (Cherney et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 84, 8370-8374). 

La reconnaissance de la coupure se fait en recouvrant 7-8 nucleotides de 

30 chaque cote de la coupure (Gradwohl et al, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87. 
2990-2994). 

Lorsqu'elle est fixee sur une coupure simple brin d'ADN, Tactivite 
catalytique de la PARP est activee. La PARP produit du poly(ADP)ribose) en 
employant comme substrat la nicotinamide adenine dinucleotide (NAD). 
35 La duree de vie de la chalne de poly(ADP-ribose est normalement tres 

courte, de Tordre de quelques minutes. II est possible de bloquer la reaction a Tetape 
d'interaction ADN-PARP en inhibant la synthese de poly(ADP)ribose a Taide d'un 
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analogue structural du NAD, le 3-aminobenzamide (Prigent et al., 1994, Mol Cell. 

Biol., 14, 310-317). 

PARP ne participe pas a la reparation de PADN mais protege la cassure 

d'endonucleases. II a en particulier ete montre que la PARP n'intervient pas dans le 
5 mecanisme NER (Molinette et al., 1993, EMBO J., J2, 2109-2117 ; Aboussekhra et al., 

1995, Cell, 80, 859-868), 

Si un role dans la reconnaissance des cassures simple brin de P ADN est bien 

etablie pour la PARP, son role physiologique est moins clair. II a ete propose qu'elle 

pourrait par exemple avoir un role dans le declenchement de I'apoptose, par differentes 
10 voies mais en particulier en epuisant le stock cellulaire de NAD. La PARP pourrait 

proteger la stabilite genomique de la cellule en evitant de trop frequents evenements de 

recombinaison aux sites de cassures. Elle pourrait egalement intervenir dans Pouverture 

de zones de chromatine en interferant avec les histones (revu par Lindahl et al, 1995, 

TIBS, 20,405-411). 

15 Les cassures double brin de PADN sont creees en particulier par les 

radiations ionisantes, mais peuvent provenir d'origine endogene comme dans certaines 
reactions de recombinaison. 

Une mauvaise reparation ou une absence de reparation de ces lesions peut 
etre tres deletere car pouvant engendrer des deletions ou des translocations ayant pour 
20 consequences possibles reactivation d'un gene. 

Chez les mammiferes, 4 groupes de complementation ont ete identifies pour 
la reparation des cassures double brin, definissant 4 genes impliques dans ce processus 
(revu par Jackson & Jeggo, 1995, TIBS, 20, 412-415). Parmi ces 4 groupes (IR4-7 ; IR 
pour Ionizing Radiation), les groupes IRS et IR7, dont les produits sont XRCC5 et 
25 XRCC7 (X-ray Repair Cross-Complementing), nous interessent plus particulierement. 

Les groupes IRS et ER7 sont deficients dans des constituants de la DNA- 
PK. La DNA-PK (DNA-dependent protein Kinase) est une kinase serine/threonine qui 
n'est active que lorsqu'elle est liee a PADN (on peut au passage noter la similitude avec 
la PARP) (Getts & Stamato, 1994, J. Biol. Chem., 269, 15981-15984 ; Rathmell & 
30 Chu, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 9_L 7623-7627 ; Taccioli et al., 1994, Science, 
265 , 1442-1445). La DNA-PK est constituee d'une sous-unite catalytique (DNA-PK C s) 
et d'une sous-unite interagissant avec PADN appele Ku. 

Ku, a Porigine identifie comme autoantigene est un heterodimere constitue 
de 2 polypeptides de 70 et 80 kDa (Ku70 et Ku80) et correspond a XRCC5. II se fixe 
35 aux extremites d'ADN mais pas a PADN cellulaire (Gottlieb & Jackson, 1993, Cell 72, 
131-142) et active ainsi la sous-unite DNA-PK C s. 
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Mis a part Pinactivation par phosphorylatioa de la RNA polymerase I au 
voisinage de cassures d'ADN (Kuhn et al., 1995, Genes Dev., 9, 193-203), les substrats 
de la DNA- PKcs. (codee par XRCC7) ne sont pas encore bien definis et son role dans 
la reparation de PADN reste a prouver. 
5 Le ligand Ku utilise pour la mise en oeuvre des cassures double brin est plus 

particulierement utilisable pour la mise en evidence des rayonnements ionisants 
(centrales nucleates ou hopitaux par exemple). 

Comme il vient d'etre decrit, si les mecanismes de reparation de PADN ne 
sont pas toujours connus en detail, on sait que les alterations de PADN sont tout 

10 d'abord reconnues par des ligands bien precis ou proteines de reconnaissance, cette 
reconnaissance precedant Petape de reparation ayant pour but de reconstituer PADN 
dans sa forme propre. II est interessant de noter, par exemple, que si dans le cas de la 
reparation par NER, seulement 7% des lesions sont reparees in vitro, la majorite des 
lesions, sinon la totality sont reconnues puisqu'elles induisent toutes une deformation 

15 de T ADN et que c'est Petape de reparation proprement dite qui est limitante. 

C'est pourquoi le procede selon Pinvention met en oeuvre la constatation 
que dans un systeme in vitro Pessentiel des alterations, meme si elles ne sont pas 
reparees, sont neanmoins reconnues et que c'est cette etape de reconnaissance qui doit 
etre utilisee pour la mise en evidence des alterations. 

20 Le procede selon Pinvention repose done sur la detection de ['interaction 

d'une ou des molecule(s) des systemes de reparation reconnaissant les alterations de 
t'ADN, en particulier les proteines. 

Le procede selon la presente invention est d'abord un procede qualitatif, 
e'est-a-dire qu'il permet de detecter P existence d'une alteration de PADN et sa nature 

25 en fonction precisement du type de ligand. Ainsi, la mise en evidence d'une interaction 
de XP-A avec PADN montre une alteration faisant intervenir NER, au contraire 
Pinteraction de MutS ou HMSH2 demontre un probleme de mesappariement. Ce type 
de test permet notamment de definir la genotoxicite d'un environnement et la nature de 
Paction sur PADN. 

30 Mais, il peut etre quantitatif si la quantite de ligand fixe peut etre quantified, 

par exemple par rapport a des standards. Dans ce dernier cas on pourra ainsi evaluer 
Pimportance de Palteration ou suivre les evolutions de celle-ci, Dans ce cas notamment, 
on pourra classer par exemple les genotoxiques en fonction de leur genotoxicite, mais 
egalement suivre Pevolution d'une alteration dans le temps par exemple pour 

35 « monitorer » un traitement. 

Dans les tests decrits precedemment, le produit teste est un ADN altere par 
un genotoxique dont on veut evaluer Pactivite. On peut egalement utiliser le procede 
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selon ['invention pour, a partir en quelque sorte d'une « alteration determinee d' ADN 

connue », mesurer Tactivite d'un systeme de reparation. 

En particuiier, on peut prevoir la mise en evidence d'une deficience de 

certains systemes de reparation. 
5 En effet, dans le procede selon la presente invention, afin d'assurer les 

conditions de la reconnaissance, il est necessaire de prevoir, outre le ligand, la presence 

dans le milieu d'autres elements assurant la reconnaissance, co-facteurs notamment ; 

pour ce faire, on utilisera en general un extrait cellulaire qui pourra apporter le ligand 

ou non (dans ce cas le ligand sera ajoute), 
10 Lorsque Ton souhaitera tester une eventuelle deficience d'un systeme de 

reparation de certaines cellules (prelevements biologiques par exemple) on pourra 

utiliser un extrait de ces cellules pour le tester directement sur un ADN altere, Tactivite 

de reconnaissance des alterations pouvant etre evaluee par un' standard realise, par 

exemple, avec un extrait cellulaire normal. 
15 C'est pourquoi, la presente invention concerne egalement un procede 

permettant la mise en evidence dans un echantillon d'une alteration !du systeme de 

reparation de l'ADN, caracterise en ce que ; 

a) on met I'echantillon en presence d'un ADN altere, 

b) on revele la reconnaissance de P alteration par un ligand du systeme de reparation, 
20 c) on evalue ie resultat obtenu a l'etape b) par rapport a un standard. 

On conceit que Tensemble des developpements effectues sur le procede 
principal sont egalement utilisables dans le procede decrit precedemment. 

Le standard pourra etre, par exemple, un echantillon normal traite dans des 
conditions equivalences ou toute autre methode, notamment des courbes d'etalonnage. 
25 Par « alteration du systeme de reparation » on entend designer toute 

modification de la reponse dans le test precedent d'un systeme de reparation par 
rapport a un systeme temoin servant de standard. Cette alteration sera caracterisee en 
general par une deficience de la reconnaissance de PADN altere, mais le contraire est 
egalement possible. 

30 Ainsi, le procede selon Tinvention pourra permettre de mettre en evidence 

ia presence ou Tabsence de proteines en relation par exemple avec une pathologie 
determinee. Une telle application peut etre mise a profit pour evaluer la resistance 
acquise a certains agents alkylants utilises en traitement antitumoral chez des patients et 
ceci par mesure d'un defaut de reparation des mesappariements (Eshlemen & 

35 Markowitz, 1995, Curr. Opin. Oncol. 7, 83-89) ou la sensibilite ou resistance a la 
radiotherapte. 
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De plus, ce meme precede selon ['invention permet de mettre en evidence 
des alterations dans les modulateurs de reconnaissance de ligands d'ADN (comme des 
agents antitumoraux interagissant avec des facteurs de reparation). 

En effet, dans ce cas, on notera des modifications dans la reponse des 
5 ligands de reconnaissance. 

La mise en oeuvre specifique du procede selon la presente invention peut 
etre realisee selon differentes variantes. 

Le procede selon la presente invention peut etre mis en oeuvre selon 
differentes variantes. 

10 L'ADN teste peut etre un extrait cellulaire total, un extrait cellulaire semi- 

purifie ou bien un ADN purifie, ceci dependra du type de recherche effectuee. 

Le milieu de reconnaissance pourra etre entierement synthetique ou bien 
etre constitue par un extrait cellulaire, lequel pourra notamment comporter egalement le 
ligand, dans ce cas la revelation sera effectuee avec un marqueur de la fixation du 

15 ligand, anticorps marque par exemple. En tout etat de cause, le milieu de 
reconnaissance devra comporter tous les cofacteurs necessaires a la reconnaissance de 
T alteration. 

De fa<;on preferentielle, le milieu de reconnaissance est constitue d'un 
extrait cellulaire plus ou moins purifie quant a la presence de ligand endogene et d'ADN 
20 endogene audit milieu de reconnaissance. 

L'interaction du ligand et de TADN pourra etre mise en evidence par toute 
methode appropriee, en particulier comme cela a ete precise, a Taide d'un ligand 
marque ou a Taide d T un anticorps reconnaissant le ligand. 

Dans tous les cas, le marquage pourra etre radioactif ou non. On preferera 
25 T utilisation de marquages non radioactifs, e'est-a-dire fluorescents par exemple, ou de 
marquages enzymatiques. 

En particulier, il est possible de prevoir que Tetape a) comporte des 
composes reconnaissant differents types d'alteration et en ce que dans Tetape b) on 
puisse identifier separement les differents types de reconnaissance. Dans le cas de 
30 marqueurs fluorescents, on pourra ainsi utiliser des chromophores differents. Ceci 
permet de visualiser immediatement le type d' alteration ou meme les diverses 
alterations. 

De facon plus specifique, le procede comprend les etapes suivantes : 
• Taction, dans le cas de Tutilisation d'un ADN cible, de Tagent (physique ou 
35 chimique) a tester sur cet ADN ; dans le cas d'un agent chimique, Taction du 
compose peut necessiter Taction concommitante d'un melange activateur des 
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composes (comme par exemple Taction biotransformante ci'un extrait hepatique de 
type « S9 » en presence de tous les cofacteurs necessaires) ; 

• la purification d'ADN de cellules ou tissus dont on veut connaitre le degre 
d'alteration de PADN (par exemple suivi de malades ou personnes en contact avec 

5 des environnements a risque, incubation de cellules en culture avec des agents dont 
la genotoxicite est a determiner ; recherche de correlation entre Petat d'alteration de 
P ADN cellulaire et la presence ou predisposition a certaines maladies par exemple) ; 

• Paction d'un extrait cellulaire possedant une activite reparatrice, ou au minimum de 
reconnaissance des alterations, sur cet ADN, ou plus simplement d'une proteine, ou 

10 complexe proteique, reconnaissant ces alterations ou un extrait deficient en une 

proteine que Pon ajoutera ; 

• la revelation de Pinteraction d'une proteine ou complexe proteique a Paide d'un 
anticorps ; plus simplement, dans le cas d'une proteine purifiee reconnaissant les 
lesions, il est possible de greffer directement sur cette proteine un marqueur de 

15 revelation direct (de type fluorescence par exemple) ou indirect (de type 
enzymatique), ces exemples n'etant pas limttatifs ; 

• dans le cas de Putilisation d'un anticorps, sa revelation directe ou indirecte 
(anticorps directement marque) ou revelation par un anticorps (ou ligand) 
secondaire ; 

20 ♦ detection choisie de preference parmi les techniques sensibles telles que la 
luminescence (substrat luminescent) ou la fluorescence, eventuellement la 
radioactivite. 

L'ensemble de ces etapes peut se faire en phase liquide ou en phase semi- 
solide en fixant Pun des reactifs sur un support (plaque de microtitration, membrane ou 
25 microbille, gel ou colonne d'agarose ou colonne d'affinite par exemple) ; dans le 
premier cas, on choisira preferentiellement un systeme ne necessitant pas de lavages 
entre les differentes etapes ou un systeme en une seule etape ; dans le second cas, les 
differentes etapes sont separees par des lavages. 

Dans le cas d'un dosage avec une phase solide ou semi-solide, la nature du 
30 reactif fixe, ligand ou ADN notamment, pourra dependre du type de dosage effectue, 
dosage de Pimportance de la lesion ou bien dosage de la reconnaissance. 

Dans le cas d'un dosage en phase liquide, il est necessaire de pouvoir mettre 
en evidence la fixation du ligand sur PADN, on peut notamment prevoir deux 
marquages differents pour PADN et le ligand et evaluer visuellement la proximite des 
35 marqueurs, on peut egalement utiliser des systemes type TRACE dans lesquels Pun des 
marqueurs ne peut etre revele que par la proximite du second, De facon generale, le test 
consiste a incuber PADN (lese ou non) a la fois en presence d'un anticorps anti-ADN et 
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d'une proteine specifique d'alterations de l'ADN. Ladite proteine peut etre couplee 
directement a un fluorophore ou etre revelee par un anticorps. Dans le cas de 
Putilisation d'un anticorps anti-ADN et d'une proteine specifique, chacun des deux 
ligands peut etre couple a un fluorophore dont les longueurs d'onde d'emission 

5 different suffisamment pour etre lues simultanement avec une bonne discrimination. On 
peut egalement, dans les deux cas de figure envisages ci-dessus, utiliser un systeme de 
detection TRACE (Time-Resolved Amplified Cryptate Emission) decrit par CIS bio 
international (Bagnols-sur-Seze, France). On pourrait, dans ce cas, conjuguer 
1'anticorps anti-ADN au « cryptate » (trisbipyridine diamine Europium) et lier une 

10 poteine de reconnaissance des lesions ou r anticorps la reconnaissant, a un fluorophore 
accepteur d'energie tel que la phycobiiiproteine modifiee, appelee par CIS Bio 
International XL665 (ou 1' inverse), ou marquer 2 proteines qui ne forment un complexe 
qu'au voisinage de l'ADN altere. On peut envisager de standardiser la lecture en 
rapportant le signal a la quantite d'ADN. Cette quantite d'ADN (relative) peut etre 

15 obtenue a l'aide du meme systeme en utilisant par exemple deux anticorps anti-ADN, 
Tun couple au cryptate, r autre au fluorophore accepteur d'energie. 

L'avantage du systeme TRACE porte sur sa rapidite (puisqu'il n'est pas 
necessaire de proceder a des etapes de lavage), mais surtout sur la quantite d'ADN (et 
done de lesions) analysable par condition. De plus, ce systeme est tout a fait 

20 automatisable, et est d'ailleurs deja adapte au criblage HTS. 

Si Ton ne dispose pas du ligand d'alteration purifie, ou si celui-ci necessite 
des cofacteurs, proteiques ou non, pour Tetape d'interaction, on peut dans ce cas 
utiliser un extrait cellulaire purifie de maniere a ce que ces cofacteurs sotent presents. 
Dans ce cas, Tinteraction du ligand avec Falteration sera mise en evidence a Taide d*un 

25 anticorps dirige contre ce ligand. Cet anticorps peut etre couple a un systeme 
permettant de le detecter, ou on fait appel a une methode connue de Thomme de Tart 
consistant a utiliser un second anticorps dirige contre le premier, ce second anticorps 
etant couple a un systeme de detection. 

Dans le dosage en phase solide, on pourra fixer l'ADN endommage sur un 

30 support et reveler la fixation d'un ligand sur TADN fixe par exemple, d*autres 
methodes sont envisageables qui derivent des methodes decrites precedemment pour la 
phase liquids 

II est possible egalement d 1 utiliser des systemes de dosage de type 
« biochips »> notamment les techniques developpees par Affymetrix ou CIS Bio 
35 International (Bagnols-sur-Seze, France). 
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On peut envisager de fixer V ADN sur ies chips ; 

• Un oligonucleotide ou ADN contenant un mesappariement peut permettre de 
detecter la presence de hMSH2 dans une biopsie ou in vivo et done le risque de 
developpement d'un cancer. Cette methode doit etre quantitative pour discriminer 

5 les individus sains homozygotes des heterozygotes pour le gene hMSH2, predisposes 

au developpement de cancers, en particulier du colon. 

• Un oligonucleotide ou ADN contenant un adduit d'un genotoxique utilise en 
chimiotherapie (alkylant, cis-platine, etc.) pourrait servir a un suivi du taux de 
proteines XPA et au suivi d'un certain type de resistance. 

10 On peut egalement prevoir la fixation de la proteine sur les chips : 

• II n'est plus question d'utiliser des anticorps anti-proteines mais les proteines elles- 
memes. On peut en theorie, a partir de ce systeme, detecter tous les types de lesion 
et la quantification de FADN se ferait en utilisant un anticorps anti-ADN qui 
permettrait de rapporter le signal obtenu pour chaque type de lesion a un signal 

15 « ADN ». Ce systeme semble assez interessant pour le suivi therapeutique. 

Comme cela a ete decrit dans le preambule, le procede selon la presente 
invention est plus particulierement utilisable pour evaluer la genotoxicite 
d'un environnement sur un echantillon par mesure de r alteration de 1'ADN dudit 
echantillon, 

20 Par « environnement » t on entend designer aussi bien des facteurs 

chimiques, biologiques que physiques (rayonnement par exemple). 

L'invention est notamment applicable a revaluation qualitative et 

quantitative de lesions sur 1'ADN de cellules cultivees in vitro, isolees ex vivo ou issues 

de tissus animaux ou vegetaux, par exemple application a la detection de xenobiotiques 
25 genotoxiques, au suivi therapeutique de patients atteins de tumeurs soumis a un 

traitement chimiotherapeutique, application au suivi des risques de personnes en contact 

avec des agents potentiellement genotoxiques. 

On peut egalement Futiliser, en general, a revaluation qualitative et 

quantitative de composes reagtssant avec des molecules nucleophiles (ADN, composes 
30 lipidiques, etc.) tels que les radicaux libres, notamment dans le domaine des 

cosmetiques par exemple, de meme que dans revaluation qualitative et quantitative de 

composes inhibant Faction d'agents oxydants. 

Enfin, le procede permet la determination des capacites d*un extrait 

cellulaire a reconnaitre des lesions ainsi que la determination du type de lesions induites 
35 sur TADN grace a Tutilisation, soit d'extraits cellulaires deficients dans une partie du 

systeme de reparation de ces lesions, soit de proteines specifiques, soit d'anticorps 

diriges contre des proteines specifiques. 
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Le present procede, base sur la mise en evidence d'une interaction 
specifique de proteines impliquees dans la reparation de I'ADN lese, presente un grand 
nombre d'avantages : 

• ce test est, dans le cas d'un support solide, un simple ELISA, et comme tel 
5 automatisable et adapte au « high throughput screening » ou HTS, 

• ce test est d'autant plus automatisable dans son option totalement phase liquide, 

• par rapport notamment au test decrit dans le brevet francais n° 95 03230 du 15 mars 
1995, publie le 20 septembre 1996 sous le n° 2 731 71 1 ; demande PCT/FR 
96/00391 du 13 mars 1996, en reference le 19 septembre 1996 sous le n° WO 96 

10 28571, celui-ci est avantageux car 

• il necessite moins d'extraits cellulaires ou 

• il ne necessite pas d'extraits cellulaires, une (ou une combinaison de) 
proteine(s) purifiee(s) ou meme produite(s) par genie genetique etant 
sufFisante, 

15 • il ne necessite pas de nucleotide modifie, ou marque, radioactivement par 

exemple, 

• il ne necessite pas d'adsorption de TADN sur un support sensibilise, mais la 
fixation de I'ADN cible peut, par exemple, se faire par une extremite 
(exemple : ADN biotinyle, support couple a un ligand de biotine, tel que la 

20 streptavidine) ; 

• il est plus rapide (puisqu'il ne s'tnteresse qu'a l'etape de reconnaissance de la lesion 
et non pas a 1' ensemble reconnaissance-reparation), ce qui peut reduire le test a un 
temps de Tordre de 2 a 3 heures ; 

• si on utilise une proteine du NER il est possible dMncuber TADN cible en presence 
25 d'un systeme activateur : differentes sources de fractions activatrices pouvant etre 

utilisees : 

• fraction S9 ou microsomale, de foie de rat ou de cobaye, induit ou non, 

• extrait de cellules humaines HepG2 stimulees, ou non, a Thydrocortisone 21 
hemisuccinate et au benzanthracene, 

30 • extrait de cellules de la lignee humaine MCL 5 (societe Gentest), 

• extrait de cellules eucaryotes recombinantes exprimant des P450, 

• catalyse par les porphyrines. 

Dans le cas de rutilisation d'une seule proteine de reconnaissance (porteuse 
ou non d'un marqueur), la proteine XP-A sera preferentiellement utilisee car elle est la 
35 premiere a reconnaitre une lesion de TADN. De plus, cette proteine, dont TADN 
complementaire est clone, peut etre exprimee dans un vecteur propage dans un 
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microorganisme et ainsi etre produite en grande quantite dans un fermenteur par 
exemple. 

On peut egalement co-incuber la proteine XP-A et le complexe RPA. 
On peut egalement envisager d'utiiiser de la meme facon uniquement XPA 
5 ou le complexe RPA. 

On peut egalement envisager d'utiliser de la meme facon les proteines 

HMG. 

De facon generate, les systemes les plus interessants selon la presente 
invention sont tes systemes NER et BER. 
10 Pour la suite de la description, on se referera aux legendes des figures. 

Legendes 

Figure 1 : Principe du test GeneTEX (Gene Toxicology Environment Xenobiotics) 
Le test GeneTEX comporte 6 etapes : 
I- Adsorption de PADN cibte sur un support, 
15 2- generation de lesions par incubation avec un agent genotoxique, 

3- reconnaissance de lesions par une proteine issue d'un extrait cellulaire, 

4- revelation de la fixation de cette proteine par un anticorps, 

5- revelation de la fixation du premier anticorps par un anti-anticorps couple a un 
enzyme, 

20 6- generation d'un signal lumineux par addition d'un substrat chimiluminescent de 
T enzyme. 

L'ADN est represente par une double helice, les lesions par des cercles noirs, les 
proteines de reconnaissance des lesions par des ovales blancs, et les anticorps couples a 
un enzyme porte un rectangle blanc. 
25 Figure 2 : Reconnaissance de dommages dus aux UVC par la proteine XPA dans 
un extrait cellulaire et detection par un anticorps monoclonal anti-XPA 
Ce graphe represente le signal obtenu (rapport signal/bruit de fond) en fonction des 
doses UVC croissantes. 

Figure 3 : Reconnaissance de cassures double-brin induites par la bleomycine par 
30 la proteine Ku dans un extrait cellulaire et detection par un anticorps monoclonal 
anti-Ku 

Ce graphe represente le signal obtenu (rapport signal/bruit de fond) en fonction de 
concentrations croissantes de bleomycine. 

Figure 4 : Mesure de la persistance de cassures double-brin radio-induites par la 
35 proteine Ku dans un extrait cellulaire et detection par un anticorps monoclonal 
anti-Ku 

+/+ designe les cellules non mutees pour le gene ATM 
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+/- represente les cellules mutes heterozygotes pour le gene ATM 
-/- designe les cellules mutees homozygotes pour le gene ATM 
12h et 24h represented les temps de post-incubation avec irradiation 
lGy et 3Gy (Gray) definissent les doses d'irradiation 

5 

Ua mode avaatageux de la presente invention est base sur le principe du test 
appele GcneTEX : 

L'ensemble de ce test se deroule preferentiellement a 30°C. Chaque etape 
10 est separee par des lavages. 

L'ADN cible est adsorbe sur des putts prealablement recouverts par la poly- 
lystne. Cet ADN est soumis pendant la duree desiree, preferentiellement 30 minutes, a 
Taction d'un agent genotoxique ou d'une composition contenant au moins un tel agent. 

Cette etape a pour effet de generer des lesions sur TADN, si la solution 
15 testee contient un (ou des) agent(s) genotoxique(s). 

Un extrait cellulaire, preferentiellement d'origine humaine, 
preferentiellement issu de cellules HeLa, est incube sur l'ADN. Les proteines de 
reconnaissance des alterations de l'ADN vont se fixer aux sites d'alteration. 

Un anticorps, polyclonal ou preferentiellement monoclonal, dirige contre la 
20 proteine de reconnaissance des alterations est ajoute et va reconnaitre les proteines 
fixees aux sites d'alteration. 

Un second anticorps, dirige contre le premier anticorps (reconnaissant 
preferentiellement Tespece dont est issu le premier anticorps), couple a une enzyme, 
preferentiellement de type peroxydase, est ajoute et va reconnaitre le premier anticorps. 
25 Un substrat luminescent de Tenzyme est ajoute et le signal lumineux emis 

est quantifie par un luminometre. 

Un des aspects du test geneTEX est illustre a la figure 1 . Toutefois, ce test 
ne se limite pas a cet aspect et peut comporter les variantes suivantes : 

1) Uanticorps dirige contre la proteine de reconnaissance peut etre directement couple 
30 a un systeme de detection, ne necessitant done pas d'anticorps secondaire. Ce 

systeme de detection peut etre une enzyme, un marqueur fluorescent ou un 
marqueur de fluorescence en temps resolu (de type chelate d'Europium), ou un 
marqueur d'electrochimiluminescence. 

2) Des cellules sont incubees en presence de fagent genotoxique pendant le temps 
35 desire, puis lysees et l'ADN cellulaire adsorbe sur les puits sensibilises. L'ensemble 

du test se deroule ensuite normalement. 
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3) L'ensemble du test peut etre realise en phase liquide, sans utilisation d'un support 
solide en utilisant la technologie TRACE developpee par Cis Bio International 
(Bagnols-sur-Seze, France) qui utilise un transfert d'energie entre un cryptate 
d'Europium et un accepteur d'energie (en particulier la molecule XL665). II n'y a 

5 emission de signal uniquement dans le cas ou les 2 molecules, portees par exemple 

par 2 anticorps, sont suffisamment proches. Dans Ie cas du test, 1'anticorps dirige 
contre la proteine de reconnaissance de Alteration est par exemple couple au 
cryptate, et un anticorps anti-ADN est couple au XL665 (ou ['inverse), ou 2 
anticorps diriges contre 2 proteines formant un complexe au voisinage de l'ADN 

10 aitere sont utilises. Les 2 anticorps se trouvant suffisamment proches, le transfert 

d'energie entre le cryptate d'Europium excite et l'accepteur XL665 va etre possible 
et le signal fluorescent emis est proportionnel au taux d'anticorps fixe sur la proteine 
de reconnaissance des alterations. 

15 Exemple 1 : detection de lesions sur l'ADN reconnues par le systeme NER 

L'ADN (plasmide pUC18), a la concentration de 50ug/ml, a ete lese aux 
UVC par irradiation sous une lampe eclairant a 254nm a 50|iW/cm 2 pendant les temps 
necessaires a l'obtention de doses variant de 5 a 200J/m 2 . 

L'ADN prelese aux UVC a ete adsorbe sur des puits recouverts par de la 
20 poly-lysine, a raison de 50ng par puits. En controle, des ADN portant des lesions 
oxydatives (lesions generees par eclairement en presence de bleu de methylene), repares 
par le systeme BER ont ete utilises. 

Apres une incubation de 30 minutes, les puits ont ete laves 2 fois par une 
solution de PBS additionnee de Tween-20 a 0.1%. 
25 Les putts ont ensuite ete laves 2 fois par une solution de PBS additionnee 

de Tween-20 a 0.1%. 

Les puits ont ensuite ete satures a Taide d'une solution de BSA a 3% dans 
du PBS pendant I heure a 30°C, sous agitation. 

Les puits ont ensuite ete laves 1 fois par une solution de PBS additionnee 
30 de Tween-20 a 0.1%. 

L'ADN traite a ensuite ete incube avec un extrait cellulaire de type Manley 
[Manley et ai (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 3855-3859], modifie par Wood 
[Wood et al (1988) Cell, 53, 97-106] pendant 90 minutes a 30°C dans un tampon 
contenant 40mM Hepes; 5mM MgCl 2 ; 50mM KC1; 0,5mM DTT; lOmM 
35 phosphocreatine; 0, lmg/ml BSA; 50ug/ml creatine phosphokinase; 2mM EGTA; pH 
7,6. 
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Les puits ont ensuite ete laves 2 fois par une solution de PBS additionnee 
de Tween-20a0.l%. 

La fixation de la proteine XPA a ete revele par incubation d'un anticorps 
monocional anti-XPA dilue a 900ng/ml dans du PBS additionne de BSA 0.1% et 
5 d'Igepal CA-630 (vendu par Sigma) pendant 2 heures a 30°C, sous agitation. 

Les puits ont ensuite ete laves 3 fois par une solution de PBS additionnee 
de Tween-20a0.1%. 

L'anticorps primaire anti-XPA a ensuite ete reconnu par un anticorps 
secondaire de chevre, anti-souris, couple a la peroxydase, dilue au 1/10,000 dans le 
10 meme tampon que l'anticorps primaire dans une incubation de 30 minutes. 

Les puits ont ensuite ete laves 5 fois par une solution de PBS additionnee 
de Tween-20a0.1%. 

Un substrat luminescent de la peroxydase (Specichrom, vendu par Speci, 
Ste Foy-les-Lyon, France) est ensuite ajoute et I'ensemble a ete incube pendant 15 
15 minutes a 30°C sous agitation. 

Le signal lumineux emis a ete mesure par un Victor (Wallac oy, Turku, 

Finlande). 

Le resultat est exprime comme le rapport de signal specifique sur le signal 
du plasrnide non traite et un exemple de resultat est donne sur la figure 2. 
20 II est ainsi montre, a ce stade de developpement du test, un seuil de 

detection de 30J/m 2 pour les lesions UVC. 

Les lesions generees par le bleu de methylene eclaire n'ont pas ete detectees. 

Exemple 2 : detection de cassures double-brin sur TADN 

25 Ce type de cassures, generant une augmentation du nombre de fragments 

d*ADN et done d'extremites, est detecte par le complexe Ku-DNA PK La fixation sur les 
extremites est assuree par la sous unite Ku (Ku70-Ku80). 

En pratique, des cassures double-brin ont ete generees par une molecule 
radiomimetique, la bleomycine, en presence d'ions ferreux: il y a dans ce cas production 
30 de cassures double-brins comme dans le cas de traitement par des radiations ionisantes. 

L'ADN (plasrnide pUC18) a ete adsorbe sur des puits recouverts par de la 
poly-lysine, a raison de 50ng par puits. 

Apres une incubation de 30 minutes, les puits ont ete laves 2 fois par une 
solution de PBS additionnee de Tween-20 a 0.1%. 
35 Des doses croissantes de bleomycine (de 0 a 200(iM) ont ete incubees 

pendant 30 minutes avec 1'ADN adsorbe, en presence de 0.5pM de FeCb, sous 
agitation a 30°C. 
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Les puits ont ensuite ete laves 2 fois par une solution de PBS additionnee 
de Tween-20 a 0.1%. 

Les puits ont ensuite ete satures a I'aide d'une solution de BSA a 3% dans 
du PBS pendant 1 heure a 30°C, sous agitation. 
5 Les puits ont ensuite ete laves 1 fois par une solution de PBS additionnee 

de Tween-20 a 0.1%. 

L'ADN traite a ensuite ete incube avec un extrait cellulaire de type Manley 
[Manley et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 3855-3859], modifie par Wood 
[Wood et al. (1988) Cell, 53, 97-106] pendant 90 minutes a 30°C dans un tampon 
10 contenant 40mM Hepes; 5mM MgCl 2 ; 50mM KC1; 0,5mM DTT; lOmM 
phosphocreatine; 0,lmg/ml BSA; 50ug/ml creatine phosphokinase; 2mM EGTA; pH 
7,6. 

Les puits ont ensuite ete laves 2 fois par une solution de PBS additionnee 
de Tween-20 a 0.1%. 

15 La fixation du complexe Ku a ete revelee par incubation d'un anticorps 

monoclonal anti-Ku dilue a 400ng/ml..dans du PBS additionne de BSA 0.1% et d'Igepal 
CA-630 (vendu par Sigma) pendant 2 heures a 30°C, sous agitation. 

Les puits ont ensuite ete laves 3 fois par une solution de PBS additionnee 
de Tween-20 a 0.1%. 

20 L'anticorps primaire anti-Ku a ensuite ete reconnu par un anticorps 

secondaire de chevre, anti-souris, couple a la peroxydase, dilue au 1/10,000 dans le 
meme tampon que l'anticorps primaire dans une incubation de 30 minutes. 

Les puits ont ensuite ete laves 5 fois par une solution de PBS additionnee 
de Tween-20 a 0.1%. 

25 Un substrat luminescent de la peroxydase (Specichrom, vendu par Speci, 

Ste Foy-les-Lyon, France) est ensuite ajoute et l'ensemble a ete incube pendant 15 
minutes a 30°C sous agitation. 

Le signal lumineux emis a ete mesure par un Victor (Wallac oy, Turku, 

Finlande). 

30 Le resultat est exprime comme le rapport de signal speciftque sur le signal 

du plasmide non traite et un exemple de resultat est donne sur la figure 3. 

11 est ainsi montre, a ce stade de developpement du test, un seuil de 
detection de 0,032^iM (32nM) pour les cassures double-brin generees par la bleomycine 
en presence de 0,5^M de FeCb- 

35 
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Exemple 3 : detection de mesappariements de bases de i'ADN 

Ce type d'alteration de I'ADN, est detecte par un complexe proteique. La 

reconnaissance du mesappariement est assuree par la proteine hMSH2. 

En pratique, des oligonucleotides 37-mer ont ete synthetises de facon a 
5 generer un appariement parfait ou un site de mesappariement (la base introduisant le 

mesappariement est soulignee). 

Les sequences suivantes ( Fishel et al, 1994, Science, 266 ? 1403-1405) ont 

ete synthetisees : 

10 MIS-C 5' ATGTG AATC AGT ATGGTT C CT AT CTG CTGAAGG AAAT 3' 

MIS-T 5' ATGTGAATCAGTATGGTTTCTATCTGCTGAAGGAAAT 3' 

MIS-Grev 5 1 AATTCCTTCAGCAGATAGGAACCATACTGATTCACAT 3' 

15 

Les oligonucleotides sont solubilises a Img.ml dans du TE1X. 

Uappariement (hybridation) est realise dans 200pl, a 400pg/ml de chaque 
oligo, en presence de NaCl 1M 

Les tubes sont portes a 100°C pendant 10 minutes dans un thermocycleur et 
20 laisses a refroidir pendant 3 heures. 

L'ADN est ensuite precipite par addition de 2,5 volume Methanol absolu, 
garde la nuit a -20°C, puis centrifuge a 14000 rpm a 4°C pendant 40 minutes. Apres 
lavage des culots dans de Tethanol a 70% et sechage, les culots sont repris par 1,5ml de 
TE1X (a une concentration finale de lOOpg/ml). 
25 Uhybridation MIS-C + MIS-Grev conduit a un ADN double-brin 

normalement apparie (C:G) alors que Thybridation MIS-C + MIS-T conduit a un ADN 
double brin comportant un mesappariement (C:T). 

L'ADN a ete adsorbe sur des puits recouverts par de la poly-lysine, a raison 
de 200ng par puits. 

30 Apres une incubation de 30 minutes, les puits ont ete laves 2 fois par une 

solution de PBS additionnee de Tween-20 a 0.1%. 

Les puits ont ensuite ete satures a l'aide d'une solution de BSA a 3% dans 
du PBS pendant 1 heure a 30°C, sous agitation. 

Les puits ont ensuite ete laves 1 fois par une solution de PBS additionnee 
35 de Tween-20 a 0.1%. 

L'ADN traite a ensuite ete incube avec un extrait cellulaire de type Manley 
[Manley et ai (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 3855-3859], modifie par Wood 
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[Wood et al. (1988) Ceil, 53, 97-106] pendant 90 minutes a 30°C dans un tampon 
contenant 40mM Hepes; 5mM MgCl 2 ; 50mM KC1; 0,5mM DTT; lOmM 
phosphocreatine; 0, Img/rnl BSA; 50(ig/ml creatine phosphokinase; 2mM EGTA; pH 
7,6. 

5 Les puits ont ensuite ete laves 2 fois par une solution de PBS additionnee 

de Tween-20 a 0.1%. 

La fixation de hMSH2 a ete revelee par incubation d'un anticorps 

monoclonal anti~hMSH2 dilue a 2ug/ml dans du PBS additionne de BSA 0.1% et 

d'Igepal CA-630 (vendu par Sigma) pendant 2 heures a 30°C, sous agitation, 
to Les puits ont ensuite ete laves 3 fois par une solution de PBS additionnee 

de Tween-20 a 0.1%. 

L'anticorps primaire anti-hMSH2 a ensuite ete reconnu par un anticorps 

secondaire de chevre, anti-souris, couple a la peroxydase, dilue au 1/10,000 dans le 

meme tampon que l'anticorps primaire dans une incubation de 30 minutes. 
15 Les puits ont ensuite ete laves 5 fois par une solution de PBS additionnee 

de Tween-20 a 0.1%. 

Un substrat luminescent de la peroxydase (Specichrom, vendu par Speci, 

Ste Foy-les-Lyon, France) est ensuite ajoute et I'ensemble a ete incube pendant 15 

minutes a 30°C sous agitation. 
20 Le signal lumineux emis a ete mesure par un Victor (Wallac oy, Turku, 

Finlande). 

Le rapport de signal specifique (oligonucleotide portant un 
mesappariement; T:G) sur le signal de ['oligonucleotide ne portant pas de 
mesappariement (C:G) a ete de 5. 

25 

Exemple 4 : application a la mise en evidence de differences de capacite de 
reparation des cassures double-brin chez des cellules de patients portant ou non 
un gene mute ATM 

Les cellules lymphoblastoides, issues de patients sains, heterozygotes ou 
30 homozygotes pour le gene ATM (Ataxia telangectasia; conduisant a une 
hypersensibilite aux radiations ionisantes), en culture ont ete irradiees a des doses de 0, 
1 et 3 Gy. Les doses de 1 et 3 Gy ont pour effet de generer des cassures double-brin de 
l'ADN qui vont etre detectees par le biais de la reconnaissance du complexe Ku-DNA PK 
comme decrit dans l'exemple 2. 
35 Les cellules sont ensuite cultivees dans un milieu adapte pendant 12 et 24 

heures, temps auxquels elles sont lavees et congelees a -80°C. 
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Elles sont ensuite lysees et l'ADN genomique adsorbe sur les puits comme 
dans les exemples precedents. 

Apres une incubation de 30 minutes, les puits ont ete laves 2 fois par une 
solution de PBS additionnee de Tween-20 a 0.1%. 
5 Les puits ont ensuite ete satures a 1'aide d'une solution de BSA a 3% dans 

du PBS pendant 1 heure a 30°C, sous agitation. 

Les puits ont ensuite ete laves 1 fois par une solution de PBS additionnee 
de Tween-20 a 0.1%. 

L'ADN traite a ensuite ete incube avec un extrait cellulaire de type Manley 
H) [Manley et ai (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 3855-3859], modifie par Wood 
[Wood et aL (1988) Cell, 53, 97-106] pendant 90 minutes a 30°C dans un tampon 
contenant 40mM Hepes; 5mM MgCl 2 ; 50mM KC1; 0,5mM DTT; lOmM 
phosphocreatine; 0,lmg/ml BSA; 50ug/ml creatine phosphokinase; 2mM EGTA; pH 
7,6. 

15 Les puits ont ensuite ete laves 2 fois par une solution de PBS additionnee 

de Tween-20 a 0.1%. 

La fixation du complexe Ku a ete revelee par incubation d'un anticorps 

monoclonal anti-Ku dilue a lOOng/ml dans du PBS additionne de BSA 0.1% et dlgepal 

CA-630 (vendu par Sigma) pendant 2 heures a 30°C, sous agitation. 
20 Les puits ont ensuite ete laves 3 fois par une solution de PBS additionnee 

de Tween-20 a 0.1%. 

L'anticorps primaire anti-Ku a ensuite ete reconnu par un anticorps 

secondaire de chevre, anti-souris, couple a la peroxydase, dilue au 1/10,000 dans le 

meme tampon que l'anticorps primaire dans une incubation de 30 minutes. 
25 Les puits ont ensuite ete laves 5 fois par une solution de PBS additionnee 

de Tween-20 a 0.1%. 

Un substrat luminescent de la peroxydase (Specichrom, vendu par Speci, 

Ste Foy-Ies-Lyon, France) est ensuite ajoute et 1'ensemble a ete incube pendant 15 

minutes a 30°C sous agitation. 
30 Le signal lumineux emis a ete mesure par un Victor (Wallac oy, Turku, 

Finiande). 

Le resultat est exprime comme le rapport de signal specifique sur le signal 
du plasmide non traite et un exemple de resultat est donne sur la figure 4. 

II est ainsi montre que le test est en particulier applicable a la mesure de la 
35 radiosensibilite de cellules issus de patients. Selon la cinetique de reparation des 
cassures induites par les radiations ionisantes, on peut discriminer les patients 
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homozygotes ATM, les heterozygotes ATM et les patients ne portant pas de mutation 
dans ce gene. 

A la dose de 3Gy, ies cassures de 1'ADN sont moins bien reparees chez les 
heterozygotes pour le gene ATM comme en temoigne le pourcentage de cassures 
5 persistantes. 

Selon le meme principe, il est possible de detecter toute sensibilite aux 
radiations ionisantes, quelle soit due a un deficit en ATM ou dans un autre gene. 

Exemple 5 : detection de lesions stir TADN reconnues par le systeme NER par un 
10 anticorps anti-XPA et la technique D ELF I A® 

L'ADN (plasmide pUC18) a ete prelese aux UVC ou au cis-platine comme 
decrit dans 1'exemple 1. 

L'ADN prelese aux UVC ou au cis-platine a ete adsorbe sur des puits 
recouverts par de la poly-lysine, a raison de 50ng par puits. En controle, des ADN 
15 portant des lesions oxydatives (lesions generees par eclairement en presence de bleu de 
methylene), repares par le systeme BER ont ete utilises. 

Apres une incubation de 30 minutes, les puits ont ete laves 2 fois par une 
solution de PBS additionnee de Tween-20 a 0.1%. 

Les puits ont ensuite ete laves 2 fois par une solution de TBS (Tris buffer 
20 saline) additionnee de Tween-20 a 0.1%. 

Les puits ont ensuite ete satures a Taide d'une solution de BSA a 3% dans 
du TBS pendant 1 heure a 30°C, sous agitation. 

Les puits ont ensuite ete laves 1 fois par une solution de TBS additionnee 
de Tween-20 a 0.1%. 

25 L'ADN traite a ensuite ete incube avec un extrait cellulaire de type Manley 

[Manley et ai (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 3855-3859], modifie par Wood 
[Wood et al (1988) Cell, 53, 97-106] pendant 90 minutes a 30°C dans un tampon 
contenant 40mM Hepes; 5mM MgCl 2 ; 50mM KC1; 0,5mM DTT; lOmM 
phosphocreatine; 0,lmg/ml BSA; 50|ig/ml creatine phosphokinase; 2mM EGTA; pH 

30 7,6. 

Les puits ont ensuite ete laves 2 fois par une solution de TBS additionnee 
de Tween-20 a 0.1%. 

La fixation de la proteine XPA a ete revelee par incubation d'un anticorps 
monoclonal anti-XPA dilue a 500ng/ml dans du TBS additionne de BSA 0.1%> et 
35 d'Igepal CA-630 (vendu par Sigma) pendant 2 heures a 30°C, sous agitation. Cet 
anticorps a ete au prealable marque a une moyenne de 10 chelates d'Europium (Eu^ + ) 
selon le protocole Wallac. 
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Les puits ont ensuite ete laves 8 fois par une solution de TBS additionnee 
de Tween-20 a 0.1%. 

La solution de revelation ("Enhancement Solution", Wallac) est ensuite 
ajoutee (50jal/puits) et la plaque mise a agiter vigoureusement pendant 5 minutes. 
5 La fluorescence ("Time Resolved Fluorescence") emise a ete mesuree par un Victor 
(Wallac oy, Turku, Finlande) selon le protocole DELFIA adapte aux chelates 
d'Europium 

Le resultat est exprime comme le rapport de signal specifique sur le signal 
du plasmide non traite et est similaire au resultat montre sur la figure 1. 
10 II est ainsi montre, a ce stade de developpement du test, un seuil de 

detection egalement de 30 J/m 2 pour les lesions UVC. 

La technologie DELFIA a ainsi ete adaptee avec succes au procede selon 

l'invention. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: GENOLI FE 

(B) RUE : BIOPOLE CLERMONT- LI MAGNE 

(C) VILLE: SAINT BEAUZIRE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 63390 

(ii) TITRE DE L ' INVENTION: PROCEDE DE DETECTION QUALITATIVE ET 

QUANTITATIVE D ' ALTERATIONS DE L ' ADN ET DES LIGANDS DE CES 
ALTERATIONS 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 3 

( iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D* EXPLOITATION: PC- DOS /MS- DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 9706102 

( B) DATE DE DEPOT: 20-MAY-1997 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
{A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: MIS-C 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

ATGTGAATCA GTATGGTTCC TATCTGCTGA AGGAAAT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ik) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: MIS-T 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
ATGTGAATCA GTATGGTTTC TATCTGCTGA AGGAAAT 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: MIS-Grev 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
AATTCCTTCA GCAGATAGGA ACCATACTGA TTCACAT 
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REVENPICATIONS 



1) Procede de mise en evidence d'une alteration d'une sequence d'ADN, 
caracterise en ce que : 

5 a) on met ladite sequence d'ADN en presence d'une composition comportant au motns 
un compose reconnaissant le type d'alteration en cause, denomme ligand, dans un 
milieu assurant la reconnaissance, 
b) on revele la reconnaissance de P alteration par ledit ligand. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le ligand est une 
10 proteine de reconnaissance du systeme de reparation de P ADN. 

3) Procede selon Pune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le 
milieu assurant la reconnaissance est constitue par un extrait cellulaire. 

4) Procede selon Pune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le 
ligand est une proteine de reconnaissance du systeme NER. 

15 5) Procede selon Pune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le 

ligand est une proteine de reconnaissance du systeme BER. 

6) Procede selon Pune des revendications I a 3, caracterise en ce que le 
ligand est une proteine de reconnaissance du systeme de reparation des 
mesappariements. 

20 7) Procede selon Pune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le 

ligand est une proteine de reconnaissance du systeme detectant les cassures de PADN. 

8) Procede selon Pune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que le 
ligand est marque. 

9) Procede selon Pune des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'on 
25 utilise dans Petape b) un element de revelation de la reconnaissance du ligand. 

10) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que P element de 
revelation de la reconnaissance du ligand comporte un anticorps. 

11) Procede selon Pune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que 
PADN utilise dans Petape a) est au moins partiellement purifie. 

30 12) Procede selon Pune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que 

PADN utilise dans Petape a) est un extrait cellulaire total. 

13) Procede selon Pune des revendications 1 a 11, caracterise en ce que 
PADN de Petape a) est fixe surun support solide. 

14) Procede selon Pune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que le 
35 procede est mis en oeuvre en milieu liquide. 
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15) Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que le systeme de 
revelation utilise est le systeme TRACE. 

16) Procede selon Tune des revendications 1 a 15, caracterise en ce que 
l'etape a) comporte des composes reconnaissant differents types d'alteration et en ce 

5 que dans l'etape b) on peut identifier separement les differents types de reconnaissance. 

17) Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que les composes 
reconnaissant les differents types d'alteration sont reveles par des marqueurs differents. 

18) Procede permettant la mise en evidence dans un echantillon d'une 
alteration du systeme de reparation de V ADN, caracterise en ce que : 

10 a) on met Techantillon en presence d'un ADN altere, 

b) on revele ia reconnaissance de Falteration par un ligand du systeme de reparation, 
on evalue le resultat obtenu a Petape b) par rapport a un standard constitue par un 
echantillon normal traite dans les memes conditions. 

19) Application du procede selon Tune des revendications 1 a 18, a la mise 
15 en evidence des proprietes genotoxiques d'un environnement par mesure de l'alteration 

que I 1 environnement produit sur l'ADN de Techantillon. 
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